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POLYPEPTIDES POSSEDANT UNE ACTIVITE DE TYPE p-SECRETASE 



5 La presente invention conceme de nouvcaux polypeptides ct leur utilisation 

phannaceutique. Plus particulierement, la presente invention conceme de nouveaux 
polypeptides possedant une activite de type p-secretase caracterises en ce qu'ils sont 
capables de cliver de maniere specifique le precurseur naturel du peptide p-amylo'ide 
(APP). 

10 Les individus atteints par la maladie d"Alzheimer presentent des symptomes 

caracteristiques d'alterations de la memoire, de perte des capacitcs intellectuelles et 
des fonctions cognitives. Ces changements pathologiques s'accompagnent d'une 
atrophie neuronale, dWe depletion importantc d'un certain type de receptees et 
egalement d'une reduction des connexions synaptiques. Ce syndrome comporte la 
15 presence de plaques seniles et de degenerescences neurofibrillaires en quantites tres 
importantes, principalement dans le cortex cerebral, l'hippocampe, le noyau 
amygdalien et dans les vaisseaux sanguins corticaux. 

Les plaques dites seniles sont des structures spheriques qui s'etablissent 
lentement sur une dizaine d'annees dans les espaces extraccllulaires dc l'hippocampe, 
20 du cortex et d'autres regions cerebrales. Leur constituant majeur est lc peptide p 
amyloide (Ap) associe a d'autres proteines anormales. Ces structures sont entourees 
par des axones et des neurones anormaux. 

Les degenerescences neurofibrillaires sont dues a une accumulation de 
faisceaux deiises de fibres anormales dans le cytoplasme de certains neurones et 
25 principalement des cellules pyramidales du cortex. Ces enchevetrements 
neurofibrillaires sont consumes d'une forme particuliere de la proteine tau qui, 
associee a d'autres proteines, donne des paires de neurofilaments helicoidaux qui 
perturbent la conduction de l'influx nerveux. 
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Des formes familiales de cette maladie ont ete repertoriees et semblent 
resulter de modifications genetiques variees qui toutes provoquent I'accumulation 
anormale du peptide Ap. Ces dernieres, tres heterogenes, ont ete en particulier 
associees a diverses mutations sur les chromosomes 1,14 et 21. Ce dernier a d'autant 
plus suscite l'interet qu f il porte lc gene codant pour la proteine precurseur du Ap. On 
comprend done l'apparition prccocc (55 ans) dc la maladie d'Alzheimer chcz les 
sujets atteints du Syndrome de Down (trisomie 21). 

II est a noter que les individus affectes par des formes familiales de la maladie 
ne represented qu'un faible pourcentage parmi les sujets atteints. 

Dans la quasi-totalite des cas de maladie d'Alzheimer non lies aux formes 
familiales, les individus ages de plus de 70 ans presented des plaques seniles dans 
diverses regions du cerveau. Leur repartition est en revanche differente selon le type 
de demence concemee. 

D'une masse moleculaire de 4 kDa, le peptide Ap humain est genere par 
clivages proteolytiques de son precurseur (APP) aux sites Met 596 -Asp 597 et Val 636 - 
Ile 637 . La molecule liberee est constitute de 39 (a 42) acides amines dont la sequence 
proteique est la suivante : 

10 20 30 40 

DAEFRHDSGY EVHHQKLVFF AEDVGSNKGA IIGLMVGGW IA 

En solution aqucusc, cc peptide adopte un arrangement tridimensionnel de 
type fcuillet p plisse. Sa partic COOH-terminal tres hydrophobe lui confere des 
proprietes d'agregation dont le taux d'oligomerisation est fonction du pH (formation 
. maximale a pH=5.4) et de la concentration du peptide. De plus, la sequence comprise 
entre les residus Gly 25 et Met 35 confere a ce peptide des proprietes neurotrophiques et 
neurotoxiques. * 

Le peptide AP est un produit naturel secrete par les cellules et detectable dans 
le sang et le liquide cerebrospinal. Bien que ce peptide soit neurotoxique, sa 
production n'est cependant pas suffisante a la formation des plaques amyloldes. Un 
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"processing" altere ou une surexoression de son precurseur predisposeraient au depot 
du AP dans le cerveau. 

Le transcrit primaire du precurseur du peptide (3-amyIoide (APP) subit un 
epissage alternatif pour generer des ARNm codant pour au moins 5 isoformes de 563, 
5 695, 714, 751 et 770 acides amines (a.a.), exprimees de fa9on ubiquitaire dans les 
tissus et dont le taux differe suivant le type cellulaire. 

Les isoformes APP695 et 751 sont cependant restreintes exclusivement au 
systeme nerveux central et peripherique (notamment au niveau des synapses dans les 
astrocytes et des neurones) ou ils peuvent jouer un role dans 1'activite physiologique 
10 des synapses. Les isofoimes APP751, APP563 et APP770 contiennent un "insert" de 
56 a.a. homologue a Tinhibiteur de protease de type "Kunitz". Par ailleurs, la forme 
secretee de TAPP75 1 est identique a la nexine II . un inhibiteur de protease implique 
dans la regulation des serines proteases extracellullaires. 

L'APP est une glycoproteine d'environ 120 kDa presentant les caracteristiques 
15 d'un receptetir de surface de type II. Bien que la fonction reelle de TAPP n'ait pas 
encore ete elucidee, des etudes ont montre que cette glycoproteine pourrait jouer un 
role dans la regulation de la croissance cellulaire ainsi que dans les interactions 
d'adhesion dans rinflammation, la regeneration et la reponse immunitaire. 

20 Toutes les isoformes de l'APP sdnt inserees dans le reticulum endoplasmique 

grace a leur sequence "signal". Le precurseur est ensuite cible vers Tappareil de Golgi 
ou il subit differentes modifications post-traductionnelles pour etre ensuite ancre dans 
la membrane. Sous Taction de differentes proteases, l'APP peut alors y subir divers 
clivages (voir figure 1 ), dont certains sont majoritaires : 

25 L'activite proteasique, appelee q -secretase. clive a Vinterieur de la sequence 

612 613 

Ap entre les residus Lys et Leu de TAPP695 pour generer un fragment NH 2 - 
tenninal secrete (designe sAPP a : APP a soluble) et contenant les 1 6 premiers a.a. du 
Ap. 
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L'activite proteasique, appelee B -secretase: dive la liaison peptidique du 
j i_i xm 596 a 597 ... 

doublet Met -Asp au sein du precurseur pour liberer un fragment APP Non- 
terminal secret^ (designe sAPPp: APPp soluble) delete totalement du A p. 

La 3 4mc activity proteasique, appelee v-secretase . pourrait aussi agir entre les 
5 residus Val 636 k He 637 du precurseur pour gendrer une proforme secretee APP y 
contenant le A p. 

Le constituant majeur des plaques seniles, qui apparaissent aussi bien dans les 
formes familiales que non familiales de la maladie d' Alzheimer est le peptide p- 
amyloide (AP). 

10 Le peptide AP resulte du clivage de son precurseur, l'APP, au site Met 596 - 

Asp 597 de l'APP selon une activite proteasique de type P-secretase et au site Val 636 - 

He 637 selon une activite proteasique de type y-secretase. 

Parmi les formes les formes familiales de la maladie d'Alzheimer, une 

mutation en relation avec le site de clivage p-secretase a ete identifiee. II s'agit de la 
1 5 double mutation "suedoise" de l'APP (Lys 595 -Met 596 =>Asn-Leu dans TAPP695) et qui 

presente une production accrue du peptide' AP (done une augmentation de la 

maturation de l'APP en faveur de la voie amyloTdogenique). 

Cependant, il n'en demeure pas moins que dans la tres grande majorite des cas 

de maladie d'Alzheimer, l'APP est dans sa forme naturelle avec un site de clivage p- 
20 secretase non mute. 

Certaines proteases issues de l'homme, du rat ou du singe ont ete etudiees par divers 
auteurs et sont supposees etre impliquees dans la maturation du precurseur APP. 
Parmi ces enzymes on peut citer tout particulierement les serine proteases 1 et 2 
(Abraham et ah (1991), Biochem. Biophys. Res. Commun.,174, 790-796; Matsumoto 
25 et al. (1994), Biochemistry, 33, 3941-3948; Matsumoto et al. (1994), Neurosciences 
Letters, 195, 171-174) ainsi que la Cathepsine G-like (Razzaboni et al. (1992), Brain 
Research, 589* 207-216). Ces enzymes d'origine humaine ou simienne, clivent au 
niveau du site Met 596 -Asp 597 de l'APP selon une activite proteasique de type P- 
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secretase, cependant, elles ont ete mises en evidence ou partiellement purifiees a partir 
de patients atteints par la maladie d'Alzheimer. 

Etant donne que la formation du peptide P-amyloide resulte de Taction 
d'enzyme de type p-secretase sur l'APP, on comprend ^importance de Identification 
5 et de la caracterisation de systeme(s) enzymatique(s) de type p-secretase 
responsable(s) selectivement de la maturation post-traductionnelle du precurseur du 
peptide P-amyloide au niveau du site Met 596 -Asp 597 dans les cellules humaines ne 
provenant pas de patients atteints par la maladie d'AIzheimer. La connaissance de ces 
nouveaux systemes enzymatiques permettent ainsi d'cnvisager la preparation de 
10 nouvelles molecules utilisables pharmaceutiquement et notamment capables 
d'intervenir sur le metabolisme du peptide p-amyloide dans des formes non familiales 
de la maladie d'AIzheimer. 

La presente invention resulte done de Tidentification et de la caracterisation 
par la demanderesse de polypeptides possedant une activite catalytique vis-a-vis du 
15 precurseur du peptide P-amylotde (APP) de type P-secretase. Au contraire des autres 
proteases identiflees, les polypeptides de la presente invention ont une specificite 
d'action envers la forme naturelle de 1'APP. La presente invention decoule en 
particulier de la mise en evidence d'un polypeptide de 70 kDa, capable de cliver les 
formes non mutees de l'APP. 

20 Un premier dbjet de 1'invention conceme done des polypeptides ou leurs 

variants possedant une activite de type P-secretase caracterises en ce qu*ils sont 
capables de cliver de maniere specifique le precuseur naturel du peptide P-amyloide 
(APP). 

Au sens de la present invention, le terme variant designe toute molecule ayant 
25 la meme activite que les polypeptides de Tinvention, obtenue par modification de 
nature genetique et/ou chimique de la sequence peptidique. Par modification de nature 
genetique et/ou chimique, on peut entendre toute mutation, substitution, deletion, 



WO 99/64587 



PCT/FR99/01326 



addition, et/ou modification d*un ou plusieurs residus. De tels variants peuvent etre 
generes dans des buts differents, tel que celui d'ameliorer ses niveaux de production, 
celui d'augmenter sa resistance aux proteases, celui d'augmenter et/ou de modifier son 
activite, ou celui de lui conferer de nouvelles proprietes biologiques. Parmi les 
5 variants resultant d'une addition, on peut citer par exemple les polypeptides chimeres 
comportant une partie hcterologue supplemental liee a l'extremite. Le terme variant 
comprend egalement des polypeptides homologues aux polypeptides decrits dans la 
presente invention, issus d'autres sources cellulaires et notamment de cellules d'autres 
organismes. 

10 Le substrat que clivent les polypeptides de l'invention ne presente pas de 

mutation dans sa sequence peptidique et en particulier le precurseur du peptide P- 
amyloi'de ne porte pas la double mutation suedoise. Les polypeptides de Tinvention ou 
leurs variants sont capables de cliver selectivement la liaison peptidique du doublet 
Met 596 -Asp 597 au sein de la forme native ou naturelle de l'APP. En particulier, les 

1 5 polypeptides de Tinventiori ne clivent pas les formes d'APP ayant la mutation suedoise 
(Lys 393 -Met 596 ^>Asn-Leu), Cette derniere ayant ete mise en evidence a partir de 
prelevements realises sur le cerveau de patients atteints par la maladie d*Alzheimer. 

Les polypeptides selon T invention ont ete purifies a partir de cellules 
humaines de sujets non atteints par la maladie d'Alzheimer et sont capables de cliver 
20 exclusivement l'APP dans sa forme naturelle au niveau de la liaison peptidique du 
doublet Mct^-Asp 597 . 

Les polypeptides de T invention sont caracterises en ce que leur activite n'est 
pas dependante d*un second substrat et/ou d\in ligand. On peut citer a titre d'exemples 
les ions et plus particulierement des cations tels que les cations magnesiques ou 
25 calciques. En effet, d'autres proteines comme les serines proteases 1 et 2 ou la 
Cathepsine G-like ayant une activite proleasique, necessitent la presence du calcium 
pour etre actives. 
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Les polypeptides selon Tinventioh possedent une masse moleculaire comprise 
entre 65 et 75 kDa et preferentiellement leur masse moleculaire est denviron 70 kDa. 
Leur point isoeiectrique est compris entre 6.0 et 7.0 et de preference est egal a 6.0. 

Ces polypeptides sont des endopeptidases de la famille des serines proteases. 
5 Preferentiellement, ces endopeptidases sont de type chymotrypsine sensible. En effet, 
le profil d , inhibitioh montre que ces endopeptidases sont totalement inhibees par le 
PMSF (Phenylmethane-sulfonil fluoride) et partiellement inhibees par le pefablock, le 
TPCK(L-l-Chloro-3-[4tosylamido]-4-phenyl-2-butanone), la benzamidine. En outre, 
elles sont totalement resistantes a Tinhibition par I'antipapaine. 

10 Les polypeptides de l'invention ou leurs variants sont caracterises par une 

activite P-secretase maximale a un pH compris entre 7 et 8. 

L'invention a egalement pour objet des composes non peptidiques ou non 
exclusivement peptidiques capables de cliver au site Met 596 -Asp 597 le precurseur du 
peptide P-amylofde. De tels composes sont obtenus par reproduction des motifs actifs 

15 du polypeptide seion ['invention par des structures non peptidiques ou non 
exclusivement peptidiques et qui soient compatibles avec une utilisation 
pharmaceutique. A cet egard, ['invention conceme ['utilisation de polypeptides tels 
que decrits ci-avant pour la preparation de molecules non peptidiques, ou non 
exclusivemient peptidiques, actives pharmacologiquement, par determination des 

20 elements structuraux de ces polypeptides qui sont importants pour leur activite et la 
reproduction de ces elements par des structures non peptidiques ou non exclusivement 
peptidiques. L'invention a aussi pour objet des compositions pharmaceutiques 
comprenant une ou plusieurs molecules ainsi preparees. 

Selon une variante de l'invention, les polypeptides ou leurs variants 
25 comprennent en outre une sequence signal permettant une localisation cellulaire 
precise. Parmi les sequences utilisables, on peut citer de maniere preferee, la 
sequence du peptide signal de IgkB, le peptide signal de TAPP, les peptides signal des 



WO 99/64587 



PCT/FR99/01326 



8 

sous-unites des recepteurs nicotiniques de Tac^tylcholine musculaires et centraux 
etc... 

Un autre objet de Tinvention consiste en un procede de purification 
enzymatique des polypeptides de 1'invention, possedant une activite de type P- 
5 secretase et capables de cliver de maniere specifique le precurseur naturel de l'APP. 
Ce procede comporte les etapes suivantes : 

- le surnageant de la culture cellulaire est tout d'abord concentre sur 
membranes. 

- le produit de concentration subit ensuite les differentes etapes de la 
10 purification avec notamment une fc centrifugation sur membrane tangentielle suivie 

d'une chromatographic d'exclusion et d'une chromatographic echangeuse d'ions puis 
d'une chromatographic d'interactions hydrophobes et enfin d'une nouvelle 
chromatographic d'exclusion. 

La presente invention a egalement pour objet l'utilisation d'une lignee 
15 cellulaire. Cette lignee a ete selectionnee parmi de nombreuses autres lignees 
humaines (voir Materiel et Methodes) provenant d'origines diverses mais de siijets 
non atteints par la maladie d'Alzheimer. Ces lignees ont ete utilisees pour la recherche 
des polypeptides de Tinvention ou de leurs variants. Ainsi, ces lignees cellulaires 
humaines sont representatives du Systeme Nerveux Central ou Peripherique et du 
20 Systeme Immunitaire et sont capables de realiser le metabolisme normal du 
precurseur du peptide p amyloide conduisant a sa production. De maniere preferee la 
lignee cellulaire selectionnee est la lignee THP1 (ATCG TIB 202) issue de monocyte. 

Les lignees cellulaires decrites precedemment sont notamment utilisees 
comme bote pour la mise en evidence de composes (ligands, antagonistes, agonistes) 
25 capables d'inhiber Interaction entre les polypeptides de Tinvention et leur substrat. 
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Un autre objet de ['invention reside dans des anticorps ou fragment 
d'anticorps polyclonaux ou monoclonaux diriges contre un polypeptide tel que defini 
ci-avant. De tels anticorps peuvent etre generes par des methodes conriues de 
rhomme du metier. En particulicr, ces anticorps peuvent etre prepares par 
5 immunisation d'un animal contre un polypeptide de Tinvention ou de Tun de ses 
variants puis par prelevement du .sang et isolement des anticorps. Ces anticorps 
peuvent egalement etre generes par preparation d'hybridomes selon les techniques 
connues de 1'homme de Tart Les anticorps ou fragments d'anticorps selon Finvention 
peuvent notamment etre utilises pour leur faculte a inhiber, au moins en partie, 
10 Tinteraction entre le dit polypeptide et le precurseur du peptide P-amylo*ide et/ou pour 
d'inhiber au moins en partie Tactivite P-secretase des polypeptides de Pinvention vis- 
a-vis du precurseur naturel du peptide p-amylolde. En particulier, ces anticorps sont 
utilises comme medicament, notamment pour le traitement de maladies 
neurodegeneratives tel que la maladie d* Alzheimer. 

15 Un autre objet de la presente invention conccrne un procede ^identification de 
composes capables d'inhiber, au moins en partie, Tinteraction du polypeptide et le 
precurseur du peptide P-amyloi'de et/ou de moduler ou d'inhiber au moins en partie 
Tactivite P-secretase des polypeptides de Tinvention. 

La misc en evidence et/ou Tisolement de tels composes est realise selon les etapes 
20 suivantes : 

- on met en contact une molecule ou un melange contenant differentes 
molecules, eventuellement non-identifiees, avec une cellule recombinee telle que 
exprimant un polypeptide de Tinvention dans des conditions permettant Tinteraction 
entre ledit polypeptide et ladite molecule dans le cas oil celle-ci possederait une 
25 affinite pour ledit polypeptide, et, 

-on detecte et/ou isole les molecules liees au dit polypeptide de Tinvention. 
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Dans un mode particulier, ce procede de l'invention est adapte a la mise en 
evidence et/ou 1'isolement d'agonistes et d'antagonistes de Tactivite P-secretase des 
polypeptides de Tinvention. A partir de ces molecules agonistes ou antagonistes, il est 
possible par des techniques classiques connues de l'homme du metier et notamment 
5 par sequen?age d'obtenir leurs sequences nucleotidiques correspondantes. 

Ainsi selon une variante de l'invention, il peut etre particulierement 
avantageux de faire exprimer in situ des molecules agonistes ou antagonistes des 
polypeptides de l'invention a partir de leurs sequences nucleotidiques. La preparation 
de ces molecules et leur expression in vivo, ex-vivo et/ou in vitro, necessitent que 
1 0 leurs sequences nucleotidiques soient portees par un vecteur viral ou plasmidique et 
soient transferees au moyen dudit vecteur dans des cellules botes appropriees. 

La presente invention conceme egalement 1'utilisation des polypeptides 
definis precedemment ou de leurs variants pour la mise en evidence de ligands ainsi 
que de composes capables d'inhiber, au moins en partie, Interaction entre le 
15 polypeptide et le precurseur du peptide p-amylolde et/ou d'inhiber Pactivite p- 
secretase des polypeptides de Tinvention ou de leurs variants et/ou d f intervenir dans la 
metabolisme du precurseur naturel du peptide p-amyloide et/ou de ralentir la 
production du peptide p-amylo'ide. 

En effet, la presente invention se rapporte egalement a une methode de mise 
20 en evidence de molecules pouvant influencer l'activite des polypeptides de l'invention. 
Cette methode de "screening" comporte les etapes suivantes : 

- on met en contact les polypeptides de l'invention qui presentent une activite 
de type P-secretase avec une molecule ou un melange contenant differentes 

25 molecules, eventuellement non identififies. 

- on met en contact le melange reactionel decrit dans I'etape precedente avec 
le substrat des polypeptides de Tinvention qui est preferentiellement I'APP dans sa 
forme naturelle 
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- on mesure l'activite p-secretase sur l'APP 

- on detecte et/ou on isole les molecules qui ont eu un effet sur l'activite p- 
secretase des polypeptides de l'invention. 

Un autre objet de l'invention concerne l*utilisation d'un ligand ou d'un 
5 modulateur identifie et/ou obtenu selon le procede decrit ci-avant comme 
medicament. De tels ligands ou modulateurs de par leur capacite a interferer au 
niveau de l'activite P-secretase des polypeptides de l'invention vis-a-vis du precurseur 
nature! du peptide p-amyloide peuvent, en effet, permettre de traiter certaines 
affections neurologiques et notamment la maladie d'Alzheimer. 

10 L'invention a encore pour objet toute composition pharmaceutique 

comprenant comme principe actif soit un polypeptide tel que defini ci-avant soit les 
molecules agonistes, antogonistes ou ligands definis precedemment. 

Elle a aussi pour objet toute composition pharmaceutiq[ue comprenant 
comme principe actif au moins un anticorps ou un fragment d'anticorps tel que defini 
15 ci-avant, et/ou un oligonucleotide antisens. 

Par ailleurs, elle a aussi pour objet les compositions pharmaceutiques dans 
lesquelles les peptides, anticorps, ligands et/ou sequences nucleotidiques definis ci- 
avant sont associes entre-eux ou avec d'autres principes actifs. 

Les compositions pharmaceutiques selon Tinvention peuvent etre utilisees 
20 pour inhiber au moins en partie Tinteraction des polypeptides de l'invention ou de 
leurs variants avec le precurseur naturel du peptide P-amyloide et/ou pour inhiber au 
moins en partie l'activite P-secretase et/ou intervenir sur le metabolisme du 
precurseur du peptide p-amyloide pour inhiber ou ralentir la production du peptide P- 
amylolde. 11 s'agit plus preferentiellement de compositions pharmaceutiques 
25 destinees au traitement de. maladies neurodegeneratives comme par exemple la 
maladie d'Alzheimer. 
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Un autre objet de la presente invention est Tutilisation des molecules decrites 
auparavant(ligands, anticorps ou fragments d'anticorps, antagonistes, agonistes) pour 
inhiber au moins en partie l'interaction des polypeptides de l'invention ou de leurs 
variants et du precurseur naturel du peptide p-amyloide et/ou pour inhiber, au moins 
5 en partie, 1'activile P-secretase des polypeptides de l'invention ou de leurs variants 
el/ou intervenir sur le m&abolisme du precurseur du peptide P-amyloide pour inhiber 
ou raientir la production du peptide p-amyloide. De maniere preferee Utilisation de 
ces molecules est envisagee comme medicament, notamment pour le traitement des 
maladies neurodegeneratives et en particulier pour le traitement de la maladie 
10 d' Alzheimer. 

Selon une variante de l'invention, les polypeptides de l'invention ou leurs 
variants sont utilises pour intervenir sur le metabolisme du peptide p-amyloide. 

Selon un autre mode de realisation de l'invention, les polypeptides ou leurs 
variants definis ci-avant sont utilises pour mettre en evidence des ligands ou des 
15 composes capables d'inhiberau moins en partie l'inieraction entre les polypeptides de 
l'invention ou leurs variants et le precurseur naturel du peptide P-amyloide et/ou pour 
inhiber, au moins en partie, Tactivite P-secretase des polypeptides de l'invention ou de 
leurs variants et/ou intervenir sur le metabolisme du precurseur du peptide P- 
amyloide pour inhiber ou raientir la production du peptide P-amyloide. 

20 Pour leur utilisation selon la presente invention, les polypeptides de 

l'invention et surtout leurs antagonistes, agonistes, anticorps et ligands sont 
preferentiellement associes a un ou des vehicules pharmaceutiquement acceptables 
pour etre formules en vue d'administrations par voie topique, orale, parenterale, 
intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, 

25 transdermique, etc. lis sont de preference utilises sous une forme injectable. II peut 
s'agir en particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure 
de sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), 
steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par 
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addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la 
constitution de solutes injectables. 

La presente invention sera plus amplement detaillec a Taide des exemples ci 
dessous consideres de maniere descriptive et non limitative. 

5 

Leeende des figures 

10 

Figure 1 : Topographie et sites de clivage de TAPP. 

Figure 2 : description du precede de purification des polypeptides de 1'invention. 

Figure 3 : analyse par immunoblot du clivage par lcs polypeptides de invention des 

precurseurs complets d'origine membranaire du peptide p-amyloide "normal" (APP- 
15 K 595 M 596 ) et "double mute" (APP- N 595 L 596 ). Mise en evidence de la specificite de 

clivage des polypeptides de invention envers le precurseur d'origine membranaire du 

peptide p-amyloide "normal" (APP- KM). 

Pour chacun des precurseurs (APP-NL et APP-KM), la colonne 1 represente 

les membranes non incubees sans enzyme, la colonne 2 represente les membranes 
20 incubees a 37° C sans enzyme, alors que la colonne 3 correspond aux membranes 

incubees a 37° C avec les polypeptides de Tinvention presentant une activite de type 

P-secretase. 

25 



MATERIELS ET METHODES 

30 
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Origine des lignees cellulaires 

On,a utilise 13 lignees cellulaires humaines d'origine variee pour la recherche 

des enzymes de maturation: 

Systeme nerveux central 
5 SW 1088 ATCCHTB 12 Astrocytome 

SW 1788 ATCCHTB 13 Astrocytome 

U- 1 38 MG ATCC HTB 1 6 Glioblastome 

U-373 MG ATCC HTB 17 Gliobastome,astrocytome,grade III 
Systeme nerveux peripherique 
1 0 HMCB ATCC CRL 9607 Bowes melanoma 

Hs27 ATCC CRL 1 634 Newborn foreskin 

MRC5 ATCC CCL 171 Lung, diploid 

Systeme immunitaire 

DAKKI ATCC TIB 206 B-cell, Ig A secreting 
15 H9 ATCCHTB 176 T-cell lymphoma 

IM-9 ATCC CCL 159 Lymphoblast,Ig secreting 

K-562 ATCC CC1 243 Chronic myelogenous leukemia 

RPMI 1788 ATCC CCL 1 56 Peripheral blood, IgM secreting 

THP1 ATCC TIB 202 Monocyte 

20 

Culture Cellulaire 

Apres decongelation, les cellules, selon leur origine, sont mises en culture soit 
dans le milieu «DMEM» soit dans le milieu «RPMI 1640» en presence de 10% de 
serum de veau foetal. Ces cultures ont ete realisces dans des flacons de 1 litre a 37°C 

25 avec un renouvellement des milieux de cultures tous les 2 a 3 jours. Selon la lignee 
cellulaire etudiec, unc periode de 2 a 5 mois est necessairc pour obtenir un volume de 
18 litres de milieu de culture. La derniere etape de culture se fait pendant 48 hcures 
en absence de serum de veau foetal et de rouge de phenol. Ces cultures cellulaires 
sont ensuite centrifugees pour recuperer le surnageant qui servira a la pxuification des 

30 enzymes. 

Les lignees cellulaires HMCB, U-373 MG, U-138 MG, MRC5 et Hs27 ont ete 
cultivees dans le milieu «DMEM» alors que les lignees SW 1088, SW 1783, K-562, 
H9, DAKIKI, THP1, RPMI 1788 et IM-9 Pont ete dans le milieu «RPMI 1640». 



35 



Purification enrvmatiaue 
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Les 18 litres de suniageant de chaque culture cellulaire sont concentres sur 
membranes ULTRASETTE™ (FILTRON) ayant un seuil de coupure de lOkDa, puis 
le produit de concentration obtenu a servi a la purification, des activites proteolytiques 
selon le protocole suivant: 
5 - La premiere etape consiste en une centrifiigation sur membrane tangentielle a 7000 
rpm. Plus particulierement, la- concentration est realisee sur membrane 
ULTRAFREE® (MILLIPORE) ayant un seuil de coupure de 1 OkDa 

- Puis il est precede a une chromatographie d'exclusion. Suivant un mode particulier 
de Tinvention la chromatographie d'exclusion a ete realisee sur colonne sephacryl S- 

10 1 00 (Pharmacia) dont les limites d'exclusion sont 1 0 3 Da et 1 0 5 Da. 

- Une chromatographie d'echange d'ions represente la troisieme etape du precede. II a 
ete utlise notamment une colonne Q-sepharose (Pharmacia) dont le gel est constitue 
d'anions forts. La colonne est eluee par un gradient salin de 0 a 1 M en utilisant le 
solvant A (Tris 25mM, pH 7.5) et le solvant B (Tris 25mM, NaCI 1M, pH 7.5). 

15 - L'avant demiere etape consiste en une chromatographie d'interactions hydrophobes, 
en particulier sur colonne phenyl-sepharose-6 (Pharmacia) ayant un haut degre de 
substitution (40^mol/g de gel). Cette colonne a ete eluee avec un gradient de sulfate 
d'ammonium de 1 a 0 M en utilisant le solvant A (Tris 25mM, (NH4)2 SO4 1 M, pH 
7.5) et le solvant B (Tris 25mM, pH 7.5). 

20 - Enfin, la derniere etape est une chromatographie d'exclusion, realisee en particulier 
sur colonne TSKgel G2000SW (Iriierchim) dont le gel est constitue de supports rigides 
de silice, greffes avec un groupement hydrophile. L*61uant est un tampon Tris 25mM, 
pH 7.5 contenant 250mM NaCI. 

25 Tests enzvmatiques 

Le suivi des activites p-secretase a ete realise par des tests utilisant differents 
peptides mimant ou reproduisant la sequence des acides amines du precurseur APP 
au niveau du site de clivage enzymatique de type P-secretase (Tableau 1 ). 
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Pour la realisation du peptide chromophore, 5 yl de peptide Z-Val-Lys-Met- 
MCA (7-amino-6-methylcoumarin), dilue au 1/1000, sont incubes avcc 5 \il de 
surnageant pendant 6 heures a 37°C. La reaction est stoppee par addition de 3 yl de 
HC1 0,1N, et I'activite enzymatique est determinee par une mesure de la fluorescence 
5 du chromophore AMC libre a 460nrn. 

Des peptides synthetiques, de tailles differentes, mimant ou reproduisant le 
site de clivage enzymatique de type p-secretase ont ete synthetises pour etre utilises 
comme substrats dans Tetude de la caracterisation et de la specificite des 
enzymes.(tableau 1) 

10 On incube 5 \il de surnageant avec 5 jal de peptide pendant 6 heures a 37°C. 

La reaction est stoppee par addition de 3 yl de HCl 0,1N, et I'activite enzymatique est 
determinee par mesure de la densite optique a 215 nm des fragments de clivage 
prealablement separes par HPLC. 

Les sites de clivage sont deduits par determination de la sequence des 

15 fragments resultant du clivage. 

Le pourcentage de clivage [%= 100(Ao-Aj)/Ao] de chaque substrat peptidique 
a ete evalue en mesurant Tabsorbance a 215 nm (A) du substrat incube en l'absence 
(Ao) et en la presence (Aj) de Penzyme dans des conditions experimentales identiques 
(temps d'incubation, pH et concentration). 

20 Le pourcentage ^inhibition [%= 1 00(I 0 -Ij)/Io] de chaque substrat incube en la 

presence de Tenzyme a ete evalue en mesurant Tabsorbance a 2 1 5 nm pour un substrat 
peptidique ou la fluorescence a 460 nm pour le substrat Z-VaULys-Met-MCA en 
l'absence (I 0 ) et en la presence (Ij) de Tinhibiteur dans les memes conditions 
expferimentales. 

25 

Les precurseurs APP normal (APP-K 595 M 596 ) et APP possedant la double 
mutation "suedoise" (APP-N 595 L 596 ) ont ete obtenus a partir d'extraits membranaires 
de cellules d'insectes infectees par le baculovirus contenant les genes humains codant 
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pour ces precurseurs. Ces extraits membranaires, incubes avec les polypeptides de 
Tinvention ^yant une activite p-secretase purifies, sont analyses par immunoblot en 
utilisant l'anticorps WO-2 (Ida N. et al. (1996) J. Biol Chem 271, 22908-22914) 
dirige contre les premiers acides amines du peptide P amyloide et l'anticorps 
5 monoclonal 22C1 1 (Boehringer Mannhein; Hilbich C. (1993) Journal of Biochemical 
Chemistry, 268. 26571-26577) dirige-contre le motif Nfy-teiminal du precurseur. 



EXEMPLES 

10 Exemple 1. Mise en evidence des activites enzvmatiques 

Cet exemple a pour but de mettre en evidence des activites enzymatiques 
dans des lignees cellulaires humaines de sujets non atteints par la maladie 
d'Alzheimer. 

Deux approches ont ete utilisees pour la mise en evidence des proteases 
15 susceptibles d'etre impliquees dans la maturation de TAPP humain. 

Approche Immunologique: 

K partir des 13 lignees cellulaires humaines decrites dans Materiel et 
20 Methodes, la recherche des activites enzymatiques a ete realisee a l'aide de Tanticorps 
monoclonal 22C11 pour selectionner les lignees cellulaires ayant la capacite de 
produire des quantites mesurables d'APP au niveau de la membrane et dans le milieu 
de culture cellulaire. L'anticorps monoclonal WO-2 a ete utilise pour reveler et 
identifier les differents sites de clivage de TAPP. 

25 

Les resultats sont les suivants : 
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- 1'anticorps monoclonal 22C1 1 a permis de selectionner 8 lignees cellulaires 
(HMCB, M£C5, Hs27 ( SW1088, SW1783, H9, THP1 et IM-9) sur les 13 testees au 
total. Pour les cellules choisies, l'analyse par immunoblot a aussi montre une 
difference de masse moleculaire entre l'APP merabranaire (120 kDa) et les APP 

5 solubles (110-100 kDa). Ceci indique que le precurseur a subi, au niveau de sa 
sequence COOH-tcrminale, un ou plusieurs clivage(s) enzymatique(s). 

- L'analyse par immunoblot des entit^s moleculaires generees dans les 8 
lignees selectionnees a permis de reveler et d'identifier au moyen de Tanticorps 

10 monoclonal WO-2 lies differents sites de clivage de l'APP et de montrer que le 
precurseur du peptide A(J a subit une maturation differentielle. 

Ainsi, cette approche a permis de selectionner des lignees cellulaires ayant la 
capacite de produire des quantites mesurables d'APP au niveau de la membrane et 
dans le milieu de culture cellulaire ct de montrer des clivagcs enzymatiques dans le 

1 5 precurseur du peptide Ap . 

Substrats yeptidigues: 

Les peptides [KMD]APP(-5,+5) et Z-Val-Lys-Met-MCA (voir Materiel et 
20 Methodes), derives de l'APP et mimant le site de clivage, ont ete utilises comme 
substrats pour la mise en evidence des differentes activites enzymatiques presentes 
dans les 8 lignees cellulaires. 

Une analyse combinee (HPLC, composition en acides amines et determination 
des sequences) des fragments generes par clivage du substrat [KMD]APP(-5,+5) a ete 
25 realisee dans les lignees selectionnees. En effet, apres incubation du substrat 
[KMD]APP(-5,+5) avec les sumageants, les fragments generes ont ete d'abord 
separes par HPLC sur une colonne reverse phase RPC ( g (VYDAC) eluee par un 
gardient de 5-40% d'acetonetrile / 0.05% TFA. La sequence et/ou la composition en 
acides amines de ces fragments ont ete determines par les techniques classiques. 
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Les resuitats de cette analyse ont permis d'identifier un clivage majoritaire au 
niveau de ja liaison peptidique Met 1 -Asp* 1 (correspondant au site Met 596 - Asp 397 dans 
l'APP entier) et 2 clivages minoritaires au niveau des liaisons Ser* ^Glu" 4 
(correspondant au site Ser^-Glu 393 dans l'APP entier) et Ala +2 -Glu +3 (correspondant 
5 au site Ala 598 -GIu 599 dans l'APP entier) dans chacune des 8 lignees s61ectionnees. 

Une analyse du profil d'inhibition des activites enzymatiques des 8 lignees 
cellulaires, vis a vis du substrat fluorescent Z-Val-Lys-Met-MCA, a ete egalement 
effectuee (Tableau 2). 

Les resuitats de cette derniere analyse ont permis de reveler Texistence d'activites 
10 enzymatiques majeures de type serine (inhibition par Taprotinine et le pefabloc) et 
metallo-proteasc (inhibition par l'EDTA et !c phosphdramidon) dans chacune des 8 
lignees selectionnees (Tableau 2) 

Exemple 2. Purification et caracterisation de Pactivite B-secretase 

Cet exemple a pour but de decrire ia purification et de mettre en evidence les 
caracteristiques des polypeptides de Tinvention ayant une activite P-secretase. 

Sur la base de Ia selection des 8 lignees cellulaires humaines et des resuitats 
obtenus dans Texemple 1, la lignee cellulaire THP-1 a ete choisie, en raison de son 
20 cycle cellulaire rapide permettant d'obtenir de grandes quantites de proteines, pour 
etre utilisee comme modele pour la purification de l'activite p-secretase recherchee 
selon le protocole de purification decrit dans "Materiels et Methodes". 

Une analyse de l'activite residuelle des fractions presentant des activites 
proteolitiques vis-a-vis des substrats Z-Val-Lys-Met-MCA et [KMD]APP(-5,+5) a 
25 ete realise dans le but de poursuivre la purification des polypeptides de l'invention. A 
chaque etape de purification, les differentes fractions ont ete d'abord mises en contact 
avec le peptide Z-Val-Lys-Met-MCA afin d'isoler les fractions presentant des 
activites endoproteolytiques. Ces dernieres fractions sont ensuite testees vis-a-vis du 
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peptide [KMD]APP(-5,+5) afin d'isoler celles qui clivent preferentiellement ce 
substrat peptidique au niveau de la liaison peptidique Met"'-Asp +1 (correspondant au 
site Met 596 -Asp 597 dans I'APP entier). Les resultats de ces travaux ont permis de 
mettre en evidence differentes fractions presentant dcs activites endoproteolytiques, 
5 isolees a partir de surnageants des 8 cultures cellulaircs sclcctionnees, en utilisant en 
parallele ces deux substrats. 

Lors de la demiere etape du procede de purification qui est une 
chromotographie d'exclusion sur colonne TSK 2000 (voir dans Materiel et Methodes 
pour les caracteristiques), plusieurs fractions proteiques ont ete obtenues. 

10 La mesure de l'activite residuelle de ces fractions vis-a-vis du peptide 

[KMD]APP(^5,+5) a permis d'obtenir une seule fraction ayant urie activite de cype P- 
secretase. Sa caracterisation a ete effectuee par la mesure du poids moleculaire en 
electrophorese sur gel de polyacrilamide, la mesure du point isoelectrique, la 
recherche de Tactivite maximale en fonction du pH ainsi que le profil d ! inhibition par 

15 des inhibiteurs classiques ("Materiels et Methodes"). 

L'analyse par electrophorese a ete realjsee sur un gel de polyacrylamide 4- 
20% sur Phast-system (Pharmacia) en conditions denaturantes ou normales et montre 
une bande de masse moleculaire voisine de 70 kDa. 

Le maximun d'activite, vis-a-vis du peptide [KMD]APP(-5,+5), a ete observe 

20 a des pH situes entre 7 et 8. 

Le profil d'inhibition de cette fraction, Yis a vis du peptide [KMD]APP(- 
5,+5), montre qu'il s'agit d*unc serine protease: les pourcentages d'inhibition calcules 
etant respectivement de 100% pour le PMSF, 75% pour le pefablock, 25% pour le 
TPCK, 10% pour la benzamidine et de 0% pour Tantipapaine. 

25 Cet exemple decrit done le procede de purification ainsi que la recherche et la 

mise en evidence des differentes caracteristiques des polypeptides de 1'invention ayant 
une activite p-secretase. 

Exemple 3. Specificite de l'activitS B-secr6tase 

30 
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Cet exemple decrit 1'analyse de Tactivite p-secretase des polypeptides de l'invention. 

Cette specifkite a ete analysee en utilisant differents substrats, tel que : 

- des peptides mimant ou reproduisant la sequence des acides amines du 
5 precurseur au niveau du site de clivage et decrits dans le tableau 1. 

- le precurseur du peptide P amyloide dans sa forme naturelle et mut6e 
(mutation suedoise) 

Les polypeptides de I'invention ont ete mis en contact avec les differents 
substrats et le pourcentage de clivage de ces substrats a ete calcule. Les resulats sont 
10 presentes dans le Tableau 3. 

Pour les peptides synthetiques, 1 'analyse des donnees, regroupees dans le 
tableau 3, fait apparaitre les caracteristiques concernant l'importance de quelques 
sous-sites impliques dans la reconnaissance du substrat par cette P secretase et 
permettent du conclure que : 

15 1) Les sous-sites Pi et P2 sont essentiels (Partic A du tableau 3) et ce quelque 

soit la tailie des substrats. II a ete remarque que la double mutation (Lys-Met=>Asn- 
Leu) abolit totalement le clivage enzymatique. 

2) Les sous-sites P2 et P| sont interactifs ou cooperatifs (Partie B du tableau 3) 
20 En effet, une simple substitution en P2 (Lys=>Asn) ou en P| (Met=>Leu) decroit 
uniquement le taux de clivage alors que la double mutation dite "suedoise" abolit la 
reconnaissance du substrat. 

La substitution du residu en P2 (Lys^>Arg) se traduit par une difference entre les taux 
de clivage des peptides ayant Leu en P| ([KLD]-APP(-5,+5) et [RLD]-APP(-5,+5)) 
25 plus importante que celle observee pour les substrats ayant Met en P| ([KMD]-APP(- 
5,+5) et [RMD]-APP(-5,+5)) 
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3) La taille et/ou le volume du residu en P| sont importants (Partie C 

TabL3): 

Le taux de clivage enzymatique decroit quand la contrainte exerc6e sur le squelette 
peptidique par la chaine laterale du sous-site P| augmente. En effet, les experiences 
5 realisee permettent d'obtenir un clossement du taux de clivage en fonction de la 
substitution effectuee : 

[KMD]-APP(-5,+5) > [KLD]-APP(-5,+5) > [KID]-APP(-5,+5) > [KVD]-APP(-5,+5) 

4) Le residu du sous-site P'j est necessairement Asp ou Glu (Partie D Tab.3): 
10 En effet,les resultats ont montres que la mutation de Asp par Asn ou Gin n'abolit pas 

le clivage du substrat; de plusjc clivage se produit au site Ala-Glu equivalent du site 
Met- Asp : en outre, le pseudo site Ala-Glu n'est accessible que dans le substrat 
naturel car, dans les memes conditions d'experiences, le taux de clivage du fragment 
APP(l,5)n > estquede35%. 
15 Ainsi, sur la base des resultats obtenus precedemment avec les polypeptides 

de Tinvention au niveau de la specificite de clivage de type P-secretase, on peut 
envisager Tobtention d'inhibiteurs competitifs avec le site de clivage Met-Asp de 
nature peptidique, pseudo-peptidique ou non peptidique. 

Pour les precurseurs d'originc membranairc du peptide (3 amyloide, les 
20 produits de clivage des precurseurs complcts (full-length) "nonnar (APP- K 595 M 596 ) 
ct "double mute" (APP- N 595 L 596 ) par les polypeptides pour lesquels Tactivite 0- 
secretase a mise en evidence dans les exemples 1 et 2, ont ete reveles par immunoblot 
en utilisant les anticorps 22C1 1 et WO-2 (voir Materiel et Methodes). 

L'analyse des molecules par ces anticorps montre que le pourcentage de 
25 clivage du precurseur APP-KM augmente alors que celui du precurseur APP-NL reste 
quasiment nul, et ce quel que soit les temps d'incubation au contact de l'enzyme. En 
effet, les resulats presentes dans la figure 3, montrent que : 
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. pour les membranes bacNL, c'est a dire les membranes incubees comportant 
le precurseur APP-NL, les memes bandes sont retrouvees quelquesoit les conditions 
d'experience (colonnes 1, 2, et 3 ). Ainsi on ne constate pas de clivage par les 
polypeptides de Tinvention . 

5 pour les membranes bac.WT, c ! est a dire les membranes incubees 

comportant le precurseur naturel APP-KM, une nouvelle bande vers 12 kDa est 
apparue dans la colonne 3 par comparaison aux deux'autres colonnes. La colonne 1 
represente les membranes non incubees sans enzyme, la colonne 2 represente les 
membranes incubees a 37° C sans enzyme, alors que la colonne 3 correspond aux 

10 membranes incubees a 37° C avec les polypeptides de Tinvention presentant une 
activite de type p-secretase. II est a noter que la difference d'intensite des bandes 
entre les colonnes 1 et 2 des membranes bac.WT est due a la quantite de produit de 
depart depose sur le gel. 

L'analyse par Tanticorps WO-2 a permis de reveler cette nouvelle bande de 

15 masse moleculaire d ! environ 12 kDa et qui correspond au fragment COOH terminal 
issu du clivage du precurseur par la P secretase au niveau de la liaison Met- Asp. Cette 
analyse permet de conclure au clivage du precurseur naturel APP-KM par les 
polypeptides de Tinvention . 

Ce resultat indique done que le precurseur APP-KM, et non le precurseur 
20 APP-NL, a ete clive de fa$on selective, et confirme les donnees obtenues avec les 
peptides substrats APP de 1 0, 20 ou 40 acides amines. 

En outre, cet exemple demontre que les polypeptides de Tinvention isoles 
precedemment ont une activite de type P-secretase specifique du precurseur naturel 
25 du peptide p amyloide. 
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Peptides 



APP(1,+5) 

[KMD]-APP(-5,+5) 
[RMD]-APP(-5,+5) 
[KLD]-APP(-5,+5) 
[RLD]-APP(-5,+5) 

(NLD]-APP(-5,+5) 
[NMD]-APP(-5,+5) 

[KID]-APP(-5,+5) 
[KVD]-APP(-5,+5) 

[KMN]-APP(-5,+5) 
[KMQ]-APP(-5,+5) 

(KM]-APP(-10,+10) 
[NL]-APP(-10,+10) 
[KL)-APP(-10,+10) 
[NM]-APP(-10,+10) 

[KM]-APP(-20,+20) 
[NL]-APP(-20 : +20) 



sequences en acides amines 



SEV 
SEV 
SEV 
SEV 

SEV 
SEV 

SEV 
SEV 

SEV 
SEV 

KTEEISEV 
KTEEISEV 
KTEEISEV 
KTEEISEV 

TRPGSLTNIKTEEISEV 
TRPGSLTNIKTEEISEV 



Asp 

Lys Met Asp 
Arg Met Asp 
Lys leu Asp 
Arg Leu Asp 

Asn Leu Asp 
Asn Met Asp 



Lys lie Asp 
Lys Vsl Asp 

Lys Met Asn 



Lys Met Qln 

Lys Met Asp 
Asn Leu Asp 
Lys jLgy Asp 
Asn Met Asp 



Lys Met Asp 
Asn Leu Asp 



AEFR 

AEFR 
AEFR 
AEFR 
AEFR 

AEFR 
lAEFR 

AEFR 
AEFR 

AEFR 
AEFR 

AEFRHDSGY 
AEFRHDSGY 
AEFRHDSGY 
AEFRHDSGY 

AEFRHDSGYEVHHQKLVFF 
AEFRHDSGYEVHHQKLVFF 



Tableau 1: tableau des peptides de differentes tailles mimant ou 
reproduisant le site de clivage de la P-secretase, synthetises pour etre utilises comme 
substrat dans la caracterisation et la specifite enzymatique du polypeptide selon 

l'invenuon. 
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Inhibiteurs 








Lign£es cellulaires 








HMCB 


H9 


Hs27 


lM-9 


MKOo 


ti in 4 

THP-1 


SW1088 


SW1783 


Standard 


100 


100 


100 


100 


100 


100 






E64 


97 


87 


88 


100 


87 


82 


100 


92 


(0.1 mM) 


















EDTA 


43 


J?9 


U 


71 


a 


M 


39 


92 


(3.3 mM) 










pepstatine 


100 


100 


88 


100 


99 


100 


100 


100 


(10 mM) 


















chymostatine 


95 


87 


72 


97 


75 


71 


100 


100 


(5»M) 
















aprotinine 


90 


100 


m 


97 


97 


93 


100 


100 


(0.8 nM) 


















pefabloc 


53 


§2 




97 


M 


M 


91 


M 


(3.3 nM) 














phosphoramidon 


97 


62 


83 


79- 


6J 


89 


70 


76 


(70 nM) 












captopril 


96 


87 


97 


100 


100 


100 


100 


100 


(60 nM) 



















Tableau 2: Profil d'inhibition des activites enzymatiques des 8 lignees cellulaires 
selectionnees vis a vis du peptide Z-Val-Lys-Met-MCA, exprime en pourcentage 
d'activite. 
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II Peptides 


I cllvage(%) 


liaison clivee I 


IKA)-Mutation suedoise:effet de la tallle 




I [KMD]-APP(-5,+5) 
fNLDl-APP(-5,+5) 


65 
0 


Met Asp 


[KM]-APP(-10,+10) 
fNLl-APP(-10,+10) 


45 
0 


non d6termin6e 


[KM]-APP(-20,+20) 
fNLl-APP(-20,+20) 


90 
0 


non determinee 


I (B)-Mutation suedoise:importance des sous-site pTetPi 




[NMD]-APP(-5,+5) 
[KMD]-APP(-5,+5) 
(KLD]-APP(-5,+5) 
fNLD1-APP(-5,+5) 


45 
65 
60 
0 


Met T Asp 
Met T Asp 
Leu T Asp 


[KMD]-APP(-5,+5) 
(RMD]-APP(-5,+5) 
[KLD]-APP(-6,+5) 
fRLDl-APP(-5,+5) 


65 
80 
60 
20 


Mef Asp 
Met T Asp 
Leu T Asp 
Leu T Asp 1 


(C)-Substitirtion en Pi 




[KMD]-APP(-5,+5) 
[KLD]-APP(-5,+5) 
[KID]-APP(-5,+5) 
fKVD1-APP(-5,+5) 


65 
60 
40 
15 


Met T Asp 
Leu T Asp 
lle T Asp 
Val T Asp 


(D)-Substitution en P'i 




[KMD]-APP(-5,+5) 
[KMN]-APP(-5,+5) 
[KMQ]-APP(-5,+5) 
APP(1,+5) 


65 
70 
80 
35 


Met T Asp 
Ala T Glu 
Ala T Glu 
Ala T Glu 



5 



Tableau 3 : resultats de I'analyse de la specificite enzymatique du polypeptide de 
1'invention en utilisant des peptides mimant ou reproduisant la sequence des acides 
amines du precurseur APP, au niveau du site de clivage. 
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REVENDICATIONS 

1 . Polypeptide possedant une activite de type p-secretase caracterise en cc 
qu*il est capable de cliver de maniere specifique le precuseur naturel du peptide P- 
amyloide (APP). 

5 2. Polypeptide selon la revendication i caracterise en ce que le precurseur du 

peptide p-amyloide (APP) ne porte pas de mutation dans sa sequence proteique. 

3. Polypeptide selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
polypeptide purifie a partir de cellules humaines de sujet non atteint par la maladie 
d 1 Alzheimer. 

10 4. Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 3 caracterise en ce qu'il : 

- possede une masse moleculaire d'environ 70 Kda. 

- possede un point isoelectrique d'environ 6.0 

- est une endopeptidase de la famille des serines proteases 

- est une endopeptidase de type chymotrypsine sensible 

1 5 - atteint une activite maximale a un pH compris entre 7 et 8. 

5. Polypeptide selon la revendication 4 caracterise en ce que son activite n'est 
pas dependante d ! un second subtrat et/ou ligand. 

6. Polypeptide selon la revendication 5 caracterise en ce que son activite n'est 
pas dependante d'ions et de preference de cations calciques ou magnesiques. 

20 7. Compose non peptidique ou non exclusivement peptidique capable de cliver 

au site P-secretase le precurseur du peptide P-amyloide, obtenu par reproduction des 
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motifs actifs du polypeptide selon les revendications 1 a 6 par des structures non 
peptidiques, ou non exclusi vement peptidiques. 

8. Polypeptide selon l'une des revendications 1 a 7 caracterise en ce qu'il 
comprend en outre une sequence signal. 

5 9. Polypeptide selon la revendication 8 caracterise en ce que la sequence signal 

est choisie parmi la sequence du peptide signal de IgkB, le peptide signal de TAPP, 
les peptides signal des sous-unites des recepteurs nicotiniques de Tacetylcholinc 
musculaires et centraux . 

10. Procede de purification a partir de cellules provenant de sujets non atteints 
10 par la maladie d' Alzheimer, d'un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 9 

caracterise en ce qu'on realise les etapes suivantes : 

-le surnageant de la culture cellulaire est preleve puis concentre 

-le produit de concentration est a nouveau concentre sur membrane 
tangentieile 

15 -le produit obtenu est ensuite purifie par chromatographies successives et 

notamment par chromatographies d'exclusion, echangeuses d'ions et d'interaction 
hydrophes. 

11. Utilisation d*une lignee cellulaire humaine representative du Systeme 
Nerveux Central ou Peripherique et du Systeme Immunitaire et capable de realiser le 

20 metabolisme normal du precurseur du peptide p amyloide pour la production des 
polypeptides de Tinvention definis selon les revendications 1 a 9. De maniere preferee 
la lignee cellulaife s^lectionnee est la lignee THP1 (ATCC TIB 202) issue de 
monocyte. 

12. Utilisation d'une lignee cellulaire humaine representative du Systeme 
25 "Nerveux Central ou Peripherique et du Systeme Immunitaire et capable de realiser le 
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metabolisme normal du precurseur du peptide p amylolde pour la mise en evidence de 
composes capables d'inhiber Interaction entre le polypeptide selon les revendications 
1 a 9 et son substrat. De maniere preferee la lignee cellulaire selectionnee est la lignee 
THP1 (ATCC TIB 202) issue de monocyte. 

5 13. Anticorps ou fragment d'anticorps caracterise en ce qu'il est dirige contre 

un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 9 et cn ce qu'il possede la faculte 
d'inhiber au moins en partie Pinteraction entre lie dit polypeptide et le precurseur du 
peptide p-amyloide et/ou d'inhiber Tactivite du polypeptide tel que defini selon la 
revendication 1 et/ou d'intervenir sur le metabolisme du peptide P-amyloide . 

10 14. Procede de mise en evidence ou d'isolement de composes capables 

d'inhiber au moins en partie 1'interaction du polypeptide selon Time des 
revendications 1 a 9 et le precurseur du peptide p-amyloide et/ou d'inhiber Tactivite 
dudit polypeptide, caracterise en ce que Ton realise les etapes suivantes : 

a - on met en contact une molecule ou un melange contenant differentes 

1 5 molecules, eventuellement non-identifiees, avec une cellule recombinee exprimant un 
polypeptide tel que defini selon I'une des revendications 1 a 9 dans des conditions 
peimettant J'interaction entre ledit polypeptide et ladite molecule dans le cas ou celle- 
ci possederait une affinite pour ledit polypeptide, et, 

b - on detecte et/ou isole les molecules liees au dit polypeptide. 

20 15. Ligand d'un polypeptide tel que defini selon les revendications 1 a 9, 

susceptible d'etre obtenu selon le procede de la revendication 14. 

16. Ligand selon la revendication 15 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
antagoniste, d'un agoniste ou d'un inhibiteur du polypeptide defini selon les 
revendications I a 9. 
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17. Composition pharmaceutique comprenant comme principe actif au moins 
un inhibiteur du polypeptide selon Tune des revendications 1 a 9. 

18. Composition pharmaceutique comprenant comme principe actif au moins 
un anticoips ou fragment d'anticorps selon la revendication 13 et/ou un ligand selon 

5 la revendication 15. 

19. Compositions pharmaceutiques dans lesquelles les peptides, anticorps ou 
fragment d'anti corps selon la revendication 13, ligands et/ou sequences nucleotidiques 
correspondantes definis selon la revendication 15 sont associes entre-eux ou avec 
d'autres principes actifs. 

10 20. Composition selon 1'une des revendications 17 a 19 destinee a inhiber au 

moins en partie Tinteraction entre le polypeptide et le precurseur du peptide p- 
amyloide et/ou d'inhiber l'activite du polypeptide. 

21. Composition selon Tune des revendications 17 a 20 destinee a intervenir 
sur le metabolisme du peptide P-amyloTde et de preference pour inhiber ou ralentir la 
1 5 production de peptide p-amyloide. 

22. Composition selon Tune des revendications 17 a 21 destinee au 
traitement des maladies neurodegeneratives. 

23. Composition selon la revendication 22 destinee au . traitement de la 
maladie d'Alhzeimer . 

20 24. Utilisation d*un anticorps ou fragment d'anticorps selon la revendication 

13 et/ou un ligand selon la revendication 15 pour inhiber au moins en partie 
Tinteraction entre le polypeptide et le precurseur du peptide p-arayloide et/ou 
d'inhiber Tactivite du polypeptide et/ou intervenir sur le metabolisme du peptide P- 
amyloide. 
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25. Utilisation d'un anticorps ou fragment d'anticorps selon la rcvendication 
13 et/ou un ligand selon la revendication 15 comme medicament, notanunent pour le 
traitement des maladies neurodegeneratives et en particulier la maladie d'Alhzeimer. 

5 26. Utilisation des polypeptides selon les revendications 1 a 9 pour la 

preparation d'un medicament destine au traitement des maladies neurodegeneratives 
et notamment la maladie d'Alhzeimer. 

27. Utilisation des polypeptides selon les revendications 1 a 9 pour la mise 
en evidence de ligands des polypeptides et/ou de composes capables d'inhiber au 

10 moins en partie Pinteraction entre le polypeptide et le precurseur du peptide p- 
amyloide et/ou d'inhiber l'activite du polypeptide et/ou d'intervenir sur le 
metabolisme du peptide P-amyloTde. 

28. Methode de mise en evidence de molecules qui modifient l'activite des 
15 polypeptides de 1 'invention, comportant les etapes suivantes : 

- on met en contact les polypeptides de 1'irivcntion qui presente une activite 
de type P-secretase avec une molecule ou un melange contenant differentes 
molecules, eventuellement non identifiees. 

- on met en contact le melange reactionnel decrit dans l'etape precedente 
20 avec le subtrat des polypeptides de Tinvention qui est preferentiellement l'APP dans sa 

forme naturelle 

- on mesure Tactivite p-secretase sur l'APP 

- on detecte et/ou on isole les molecules qui modifient l'activite P-secretase 
des polypeptides de Tinvention. 

25 29. Vecteur viral ou plasmidique contenant les sequences nucleotidiques des 

molecules agonistes ou antagonistes des polypeptides de Tinvention pour la 
transfection dans des cellules hotes appropriees, des dites sequences et Texpression in 
vivo, ex-vivo et/ou in vitro des dites molecules agonistes ou antagonistes des 
polypeptides de l'invention 
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Dm 3 Internationale No 
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A. CLASSEMENT DE L*OBJET OE LA OEMANDE . a t /jt ^ /-*-t 

CIB 6 C12N15/12 C12N15/57 C12N9/64 C07K16/40 C1201/37 
A61K39/395 A61K38/48 A61K31/70 

Selon la classification intemationala das brevets (CIB) ou a la lots seton la dasstficaoon national at la CI8 



B. OOMA1NES SUR LESOUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documantation minimate oonauRae tsyoteme do daeeilication aurvl dot eymboles da daasement) 

CIB 6 C12N C07K C12Q A61K 



Documantation conautee autre que la cocumontation mtnimaie dans la mesure ou ces documents relevant das domainea sur lesquate a porta ta recherche 



Base da connees electrontque consuttee au cours de ta rechercne Internationale (rrcm do ta base da donneee, at ai rial sable, lermaa de recherche utilises) 



C. OOCUMENTS CQNSDERES COMME PERTINENTS 



Categorie * Identification das document* cite*, avec la caa echeart, I'lndlcatlon des passages pertinents 



no. das revindications viseee 



WO 96 40885 A (ATHENA NEUROSCIENCES INC 
jCHRYSLER SUSANNA M S (US); SINHA SUKANTO) 
19 decembre 1996 (1996-12-19) 
le document en entier 

WO 92 03542 A (UN1V BOSTON) 
5 mars 1992 (1992-03-05) 
le document en entier 

WO 92 07068 A (ATHENA NEUROSCIENCES INC 
;LILLY CO ELI (US)) 
30 avrll 1992 (1992-04-30) 
le document en entier 



-/- 



1-3, 

7-10, 

13-29 



1,2,13 



1-3, 

7-10, 

13-29 



rj 



Voir la suits du cadre C pour la fin de la fiete dea docurnente 



ID 



Les documente da families de brevets son! tndique* en annexe 



* Categorise specialee de documents cite*: 

"A" document defnissant rota! general de la technique, non 

considere comme parUculerernent pertinent 
*E" document anterleur. mais pub US a la date de depot international 

ou apres cetta data 
1" document pouvant |etsr un doUe sur una revendcatlon da 

priorite ou cite pour determiner la date de pubhcatlon dune 

autre citation ou pour una raJson specials (teue qtflndique*) 
"O" document se reterant a una divulgation orale. a un usage, a 

una exposition ou tous autres mo yens 
■P" document pubis avant la date de depot international, mais 
- postorieurement a la date de priorite revendiquee 



T document uXerieu- pubis apres la date de depot International ou la 
date de priorite at rYappartanenant pea 4 retat de la 
technique pertinant, maia cite pour comprendra le prinqpe 
ou ta thaorta const Ituant ta base de ( invention 

"X" document parttcullerernent pertinent; rinven lion revendiquee ne peut 
etre consideroe comma nouveiie ou comme ImpHquant una adivHe 
invenUve par rapport au document considere Isolement 

•Y" document particuUerement pertinent; rinven lion revendiquee 
ne peut etre coneideree comma impitquant una acttvlte Inventive 
lorsque la document est assode a un ou plusleurs autres 
, documents de mama nature, carte comWnaJson etant evidente 
pour una peraonne du metier 

*&" document qui fait partie de la memo famine de brevets 



Date a laquelle la recherche ritemattonale a ate effectlvement achevee 



2 septembre 1999 



Data ^expedition du present rapport da recherche Wemationala 



08/09/1999 



Norn at adresse posiale de r administration charges de la recharcha Internationale 
Office European dea Brevets. P.B. 5818 Patent la an 2 
NL - 2280 HV Rifswijlc 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 opo nl, 
Fax (*31-70) 340-3016 



Fonctionnatre autorise 



Van. der Schaal , C 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Ot. e International No 

PCT/FR 99/01326 



C.(«uit») DOCUMENTS CONSIOERES COMME PERTINENTS 



Catagbrie 



Mentlflctllon dn documents dies. svasJa ess sehesrt, I'lndleallondaa passages pertinents 



NELSON R B ET At: "CLIPSIN, A 
CHYMOTRYPSIN-LIKE PROTEASE IN RAT BRAIN 
WHICH IS IRREVERSIBLY INHIBITED BY 
ALPHA-1-ANTICHYM0TRYPSIN" 
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
vol. 265, no. 7, 5 mars 1990 (1990-03-05), 
pages 3836-3843, XP002011909 
le document en entler 

EP 0 576 152 A (LILLY CO ELI) 
29 decerobre 1993 (1993-12-29) 

le document en entler 

EVIN 6 ET AL:. "ALZHEIMER'S DISEASE 
AMYLOID PRECURSOR PROTEIN (ABETAPP): 
PROTEOLYTIC PROCESSING, SECRETASES AND 
BETAA4 AMYLOID PRODUCTION" 
AMYLOID, 

vol. 1, no. 4, 1994, pages 263-280, 
XP000602976 

MO 91 13904 A (CEPHALON INC) 
19 septembre 1991 (1991-09-19) 
page 35 - page 63 

EP 0 569 777 A (MILES INC) 
18 novembre 1993 (1993-11-18) 

revendications; exemple 10 

BROWN A M ET AL: "EVALUATION OF 
CATHEPSINS D AND 6 AND EC 3.4.24.15 AS 
CANDIDATE BETA-SEC RETASE PROTEASES USING 
PEPTIDE AND AMYLOID PRECURSOR PROTEIN 
SUBSTATES" 

JOURNAL OF NEUROCHEMISTRY, 
vol. 66, no. 6, 1996, pages 2436-2445, 
XP000602767 
le document en entler 



no. das ravsnoicaUons vissts 



1,2,13 



1-3,7-9, 

13-16, 

24-29 



1-3,13 



1-3, 

7-10, 

13-29 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



..nande international e n* 

PCT/FR 99/01326 



Cadre I Observations . lorsqu'll a ete ©stim* que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherchi t 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a Particle 17.2)a), certaines revendications n'ont pas tait I'objet d*une recherche pour les motifs suivants: 

1. (Xl Les revendications-n<* _ v , ^ . 

se rapportent a un objet a regard duquel radministratlon n*est pas tenue de procSder a la recherche, a savoir: 

Remarque: Bien que les revendications 24 et 25 (parti el lement) 

concernent une methode de traitement du corps humain/anlmal , 
la recherche a ete effectuee et basee sur les effets imputes 
au produit/a la composition. 

2 * ^ srra^portent ides'parties de la demande Internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrttes pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectude. en particuiier: 



□ Les revendications n°* . » ,^ 
sort des revendteattons dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de ia deuxieme et de la 
trolsteme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de I'lnventlon (suite du point 2 de la premiere feuille) 



(.'administration chargee de la recherche Internationale a trouve pfcisieurs inventions dans la demande Internationale, a savoir. 



1 . I — I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le dSposant te present rapport de recherche 
I I Internationale porte sur toutes las revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

2 O Comme toutes les recnerches portant sur les revendications qui s V pretaient ont pu etre etfectuees eans effort particuiier 
justifiant une taxe additionnelle. ('administration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 

3. f - ! Comme une parte seuiement des taxes addrttonnelles demandees a M pay^e dans les delate >P^ % V**™ x 

I— I rapport de recherche intemattonaJe ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savor 
les revendications n°* 



4 I — I Aucune taxe additionnelle demanded n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, te o resent rapport 

* i I do recherche intemattonaJe ne porte que sur Invention mentionnde en premier lieu dans les revendications, eue est 

couverte par les revendications n °* 



Remarque quant a la reserve Q Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposari t. 

| [ te paiement des taxes additionnelles n'euit assort d'aucune reserve. 
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